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Porphyromonas gingivalis의 
열충격단백-특이성 단클론항체의 개발

이니나, 이주연, 김성조, 최점일*

부산대학교 치과대학 치주과학교실

I. 서론
치주질환은 감염성 질환이다. 주요 치주병인균은 

Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), Prevotella 
intermedia (P. intermedia), Fusobacterium nuclea-
tum (F. nucleatum), Treponema denticola (T. 
denticola), Bacteroides forsythus (B. forsythus), 
Campylobacter rectus (C. rectus), Actinobacillus 
actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans) 
등으로 그 독성요소가 잘 규명되어있다. 이러한 감
염성 치주 질환을 예방하기 위한 면역기법이 시도되
어 왔다. 세균 감염에 유래한 치주염의 심각성은 치
주병인균의 세포 자체 혹은 그 항원으로 면역시킬 
때 감소할 수 있다는 것이 여러 동물 실험에서 밝혀
졌다1-8). 그러나 인간 치주염에 대한 정교한 백신의 
개발에는 몇 가지 문제점이 있다2,9). 첫째, 인간 치
주염이 단일 병인균에 기인하지 않는다는 것이다. P. 
gingivalis를 포함하는 일곱에서 열 종류의 세균이 
치주병인균으로 작용하다는 것이 밝혀졌다10). 이런 
병인균의 다양성은 치주염에 대한 백신 개발을 매우 

복잡하게 만든다11). 인간 치주염에 대한 백신 개발의 
또 다른 문제점은 세균의 항원결정부위가 인간에서
의 항원결정부위와 교차 반응할 위험이 크므로, 세
균의 전체 세포나 crude extract preparation으로 
백신을 제조할 수 없다는 점이다.  1)

이런 문제점을 고려했을 때 복합 세균에 대해 교
차 방어를 할 수 있는 백신 개발 전략에 사용될 수 
있는 세균성 항원은 높은 배열 상동성을 공유하는 
것이 필요하며, 열충격단백질(heat shock protein:
이하 HSP)과 phosphorylcholine(이하 PC)이 이에 
적합하다 할 수 있다. 유핵 및 무핵 세포가 다양한 
환경적 스트레스에 노출되었을 때 HSP를 포함하는 
스트레스 단백질 합성이 증가하게 된다. HSP는 단
백질의 folding과 막을 통한 위치 변화를 촉진시키
며 독성 단백질이 분해될 때 protease로 작용한다. 
HSP60은 여러 세균 간의 공통 항원으로 밝혀졌으며
13) 그 교차 반응은 보고된 바 있다14). PC 역시 구강 
세균에서 공통적으로 발견되며 상당한 교차 반응을 
보였다15). PC와 치주염과 연관성 역시 보고되었다16).

구강 세균과 유의한 배열 상동성을 갖고 치주염에
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서 면역병리기전을 갖는 이들 두 항원 중 우리는 다
음의 이유로 HSP를 백신개발을 위한 후보로 선택하
였다; 1) HSP는 주요 치주병인균 모두에서 발견된 
데 반해, PC는 P. gingivalis에서 발견되지 않았다, 
2) HSP에 의한 자가면역기전은 치주염과 동맥경화
증 모두에서 나타나므로 HSP에 대한 연구는 많은 
정보를 줄 수 있을 것이다, 3) 각각 HSP60 및 
HSP70의 유전자인 GroEL, DnaK 유전자가 치주병
인균에서 광범위하게 클론되었다. 

복합 세균에 대해 방어할 수 있는 백신 개발을 위
해 이전에 P. gingivalis HSP를 잠재적인 백신의 하
나로 실험하여 연구 결과를 발표한 바 있다12). 이 실
험에서 P. gingivalis HSP는 여섯 종류의 치주병인
균의 HSP와 교차 반응하였고, 이 6개 세균에 대해 
높은 옵소닌 포식작용을 보였다. 또한 P. gingivalis 
HSP를 백서에 면역하였을 때 다양한 세균 감염에 
기인한 치조골 파괴가 감소함을 보고한 바 있다14). 
이런 결과들로 보아 P. gingivalis HSP는 다양한 치
주병인균에 대한 효과적인 치주 백신으로 활용될 수 
있다고 추정된다. 그러나 세균성 HSP는 인체 HSP
와 아미노산 서열에 있어 높은 상동성을 보이기 때
문에 이 항원에 대한 T세포 면역반응은 인체 HSP에 
대한 교차반응을 야기하여 치주염의 면역병리학적 
기전에 관여할 뿐만 아니라 다른 조직에 대한 자가 
면역 질환을 일으킬 내재적 문제점을 가지고 있다. 

따라서 이러한 교차반응 활성가능성을 배제하기 
위해 세균성 HSP의 면역우세 epitope 중에서 인체 
HSP에 교차 반응하지 않는 epitope에 대한 단클론
항체(monoclonal antibody)를 세균감염 방어용 백
신 개발전략에 사용할 필요성이 대두된다. 

본 연구는 실험적 동물에 P. gingivalis HSP를 
면역한 후, 항원성 epitope에 대한 단클론 항체를 
생성하는 hybridoma를 수립하고, 생성된 단클론항
체의 반응 양상을 규명하고자 시행되었다.

II. 연구재료 및 방법

1. P. gingivalis HSP의 분리 및 정제
P. gingivalis 381에서 추출한 HSP60 유전자인 

GroEL gene은 일본 Okayama 치과대학의 Yoji 
Murayama 교수로부터 양도받았다. P. gingivalis 
GroEL 유전자를 pGEX-4T-3 expression vector에 
cloning하여 glutathione S-transferase-P. gin-
givalis GroEL fusion construct로 전환시켰다. 
Fusion construct는 HB-1142 세포에 trans-
formation시킨 후, 1 M isopopyl α-D-thio-
galactoside (IPTG)를 첨가해서 단백질 발현을 유도
했다. 세포를 수거하여 100 mM Triethanolamine- 
HCl, 170 mM NaCl, 1% Triton X-100, 10 mM 
dithiothreitol, pH 7.4 용액에 재부유시키고 soni-
cation하였다. Phosphate-buffered saline (PBS)+1% 
Triton X-100으로 두 번 세척한 glutathione 
Sepharose 4B beads (Pharmacia, Sweden) slurry
를 각 tube에 첨가하고 배양하였다. 침전된 bead들
을 PBS+ 1% Triton X-100으로 조심스럽게 세척하
고 재부유하였다. Fusion protein은 elusion buffer 
(10 mM reduced glutathione in 50 nM Tris-HCl, 
pH 8.0)로 처리하여 추출 정제하였다. Polyacrylamide 
Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 분석하여 순도를 
확인하였다.

2. P. gingivalis HSP의 면역
10마리의 C57B/6 생쥐를 대상으로  P. gingiva-

lis HSP60을  complete Freund's adjuvant에 혼합
하여 피하주사로 마리당 200 ㎍ 면역시킨 후, in-
complete Freund's adjuvant에 혼합하여 1주 간격
으로 2회 추가 면역시켰다. 

3. P. gingivalis HSP에 대한 단클론항체 
형성과 hybridoma 수립

경추를 탈골시켜 생쥐를 희생시키고 70% 에틸알
콜로 피부를 청결하게 소독하였다. 복강에 작은 절
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개선을 넣어 비장을 채취하여 50 ㎖의 serum-free 
DMEM 배지가 들어있는 tube에 담아서 petri dish
에 옮긴 다음 멸균된 glass slide 사이에 올려놓고 
slide를 서로 맞대어 비장을 가벼운 힘으로 비벼 세
포가 유출되도록 하였다. 여기에 serum-free 
DMEM을 넣고 세포 덩어리를 고르게 분산시켰다. 
분산된 세포를 30 ㎛ nylon mesh (Milternyi 
Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Germany)에 
통과시킴으로서 잔여 조직을 배제시키면서 통과된 
세포만 15 ㎖의 배지에 수거하였다. 실온에서 원심
분리한 후 (1500 rpm/5분) 상층부는 버리고 침전된 
세포에 혼재된 적혈구를 제거하기 위해 lysing buf-
fer로 5분간 처리하고 serum-free DMEM 배지로 
최대한 희석시킨 후 같은 방법으로 세척하였다. 상
층부를 버리고 추가로 세 번 세척한 후 세포 수를 
측정하였다. 배양하고 있던 생쥐 myeloma cell 
(SP2/0-Ag14:ATCC #CRL-1581)을 serum-free 
DMEM으로 세 번 세척한 후 세포 수를 측정하였다.

세척이 끝난 후 비장으로부터 채취한 세포와 
myeloma cell을 각각 동수가 되게 하여 각각 10 ㎖
씩 혼합하여 실온에서 5분간 1500 rpm으로 원심분
리 하였다. 상층부를 제거한 후 37℃로 예열된 비커
에 세포 pellet을 담고 50% polyethylene glycol 1 
㎖를 1분 동안 천천히 두세 방울씩 떨어뜨리면서 젓
는 것을 반복하였다. Serum-free DMEM 1 ㎖를 1
분간 한 방울씩 떨어뜨려 젓고 한 번 더 1분간 반복
하였다. Serum-free DMEM 7 ㎖를 2~3분간 천천
히 넣어주며 이때는 젓지 않는다. 이때 세포의 
clump 형성을 관찰할 수 있다. 실온에서 원심분리 
후 상층부를 제거하고 미리 예열되어있던 
DMEM-20 10 ㎖를 강하게 쏘듯이 넣고 한 번 더 
DMEM-20 10 ㎖를 넣어준 후 천천히 젓고 2방울씩 
96 well에 분주한 다음 CO2 배양기에서 배양하였다. 

그 다음날  DMEM-2-/HAT 배지 10 ㎖을 각 
well 당 두 방울씩 넣었다. 그 다음날 각 well에 있
는 배지의 절반을 흡입하여 버리고 DMEM-2-/HAT 
배지를 두 방울씩 넣었다. 배양 11일째까지 이틀 간
격으로 이를 반복하고 14일째에는 HAT 배지를 중화

시키기 위하여 DMEM-2-/HT 배지를 두 방울씩 넣
었다. 

세포의 follicle이 단일형으로 균질하게 군집된 
well만 선별하여, 세포가 각 well의 25-50 %까지 
차지하였을 때 각 well의 상층액을 수거하여 P. 
gingivalis HSP에 대한 항체형성 여부를 판정하기 
위해 enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) 기법을 이용하여 screening을 시행하였다.

4. Anti-P. gingivalis HSP IgG antibody 
측정을 위한 ELISA

Microtiter plate (Covalink plate, NUNC, 
Denmark)를 15 mM Na2CO3, 35 mM NaHCO3, 31 
mM NaN3 가 포함된 coating buffer로 coating (10 
㎎/㎖) 해서 4℃에서 12시간 동안 반응한 후 PBST 
(PBS +0.05% Tween 20)로 plate를 세척하고 세포
의 상층액을 첨가하여 실온에서 2시간 동안 반응시
켰다. PBST로 plate를 다시 세척하고 Horse Radish 
Peroxidase (HRP)가 결합된 Goat anti-mouse IgG 
(Kirkegaard and Perry Laboratories, 
Gaithersburg, MD)를 PBS+0.01% bovine serum 
albumin (BSA)을 이용하여 1:1000으로 희석해서 첨
가하였다. 37℃에서 1시간 동안 반응시켰다. 반응 
후 plate를 세척하고 TMB Membrane Peroxidase 
Substrate System (Kirkegaard and Perry 
Laboratories, Gaithersburg, MD)으로 발색 후 5% 
EDTA를 첨가하여 반응을 종결시켰다. 450 ㎚의 파
장에서 광학 흡광도를 검사하였다.

5. Anti-P. gingivalis HSP 단클론항체의 
분리 및 정제 

배양한 세포 중 P. gingivalis HSP IgG에 높게 
반응한 hybridoma cell을 선별하여 증폭시킨 후  
nude mouse 복강에 5 x 107개의 세포를 주사하였
다. 약 1개월 후 nude mouse를 희생시켜 복수를 채
취하였고 Immuno Pure IgG Purification Kit 
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(Pierce)를 이용하여 anti-P. gingivalis HSP 단클
론항체를 분리 정제하였다. 간단히 설명하면, 상온
에 column을 설치한 후 하방의 저장 용액을 제거하
고 binding buffer를 5 ㎖ 넣는다. Binding buffer
에 1:1로 희석시킨 복수 sample 1 ㎖을 column에 
넣어준 후에 binding buffer를 15 ㎖ 추가한다. 
Column의 gel에서 buffer가 떨어진 후에 elution 
buffer 5 ㎖를 넣는다. 이 때부터 column의 밑에 새
로운 tube를 준비하여 받는다. 3 ㎖씩 받아서 280 
㎚에서 흡광도를 측정하여 값이 0.02 이상인 것만 
선별하여서  D-salt를 시행하였다. 실온에서 D-salt 
column을 설치한 후 하방의 저장 용액을 제거하고 
PBS buffer 10 ㎖로 column을 세척한다. 앞에서 선
별하여 분리한 sample을 3 ㎖ 넣고 column의 밑에 
새로운 tube에서 받아낸 후 280 ㎚에서 흡광도를 측
정하였다. 

6. Western immunoblot 분석
정제한 anti-P. gingivalis 단클론항체 (IgG)의 

P. gingivalis HSP60과 인체 HSP60에 대한 반응양
상을 분석하기 위해 Western immunoblot을 시행하
였다.

P. gingivalis HSP60과 인체 HSP60 (StressGen 
Biotechnologies, Victoria, BC, Canada)을 10% 
mini gel SDS-PAGE로 변성 분리하여, 이를 poly-
vinylidene fluoride (PVDF) membrane (BIO- 
RAD)에 100 ㎃로 1시간 동안 transfer하였다. 그리
고 membrane의 blocking은 5% skim milk가 함유
된 TTBS (TBS + 0.1% Tween 20) 용액을 이용하였
으며, 상온에서 1시간 동안 실시하였다. Anti-P. 
gingivalis HSP 단클론항체  IgG (1:2000)를 TTBS 
용액으로 희석하여 사용하였으며, 반응은 4℃에서 
12시간 동안 진행하였다. 2차 항체로는 HRP가 결합
된 Goat anti-mouse IgG (Kirkegaard and Perry 
Laboratories, Gaithersburg, MD)를 1:5000으로 
희석하여 이용하였으며, 상온에서 1시간 동안 반응
시켰다. 그 후 membrane을 TTBS로 3회 세정하여 

TMB Membrane Peroxidase Substrate System 
(Kirkegaard and Perry Laboratories, Gaithersburg, 
MD)으로 발색시켰다. 또한 이전에 분리한 IgG를 1
차 항체로 하여 4종류의 상이한 치주병인균의 HSP
에 대한 Western immunoblot을 실시하였다. 간단
히 설명하면, P. gingivalis 381, P. intermedia 
ATCC 25611, F. nucleatum ATCC 10953, A. ac-
tinomycetemcomitans ATCC 33384를 배양한 후, 
44℃에서 1시간 동안 열충격을 가하였다. 배양한 세
균을 4℃, 100000 rpm에서 20분간 세척한 후 상층
부는 버리고 다시 두 번 세척하였다. Cell pellet에 
lysing buffer 5 ㎖를 넣고 섞은 다음 배양액이 맑
아질 때까지 sonication한 후 4℃, 1500 rpm에서 5
분 세척 후 상층액만 사용하여 sample buffer와 섞
었다. 그 후 앞에서 정제한 anti-P. gingivalis HSP 
단클론항체 (IgG)를 사용하여 동일한 방법으로 
Western immunoblot 양상을 분석하였다.

7. 치주 병소조직을 이용한 면역조직화학적 
연구 (immunohistochemistry)
치주염에 이환된 환자의 치주낭과 치주결합조직을 

포함한 치주 병소조직을 치은변연부로부터 약 3-4 
mm 채취하여 액화질소에 급냉시킨 후 보관하였다. 
내인성 peroxidase의 반응을 제거하기 위해 조직을 
0.3% 과산화수소수에 넣어 20분간 실온에 방치하였
다. 이후 조직을 0.02 M PBS로 15분간 3회 세척한 
후에 비특이적인 면역반응(nonspecific immune 
reaction)을 방지하기 위해 2% BSA를 사용하여 
humidified chamber에서 30분 동안 반응시켰다. 
Blocking antibody를 제거한 뒤 1차 정제된 단클론
항체 IgG를 1:500으로 희석한 후, 4℃에서 12시간 
동안 반응시켰다. 이때 희석액은 0.02 M PBS에 
0.5% BSA가 섞여 있는 것을 사용하였다. 그 후 실
온에서 0.02 M PBS로 15분간 3회 세척하였다. 2차 
항체인 biotinylated anti-mouse IgG (Vector 
Laboratories)를 1:1000으로 희석하여 실온에서 1시
간 동안 반응시켰다. 2차 항체 반응이 끝난 후에 
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Figure 1. P. gingivalis HSP를 정제하고 순도를 
확인하기 위해 SDS-PAGE로 전기영동하였다. 

단일 band로 그 순도를 확인할 수 있었다.

Figure 2. 정제한 4개의 anti-P. gingivalis HSP 

단클론항체의 순도를 확인하기 위해 SDS 

-PAGE로 전기영동하여 각각 4개의 단일 
band를 확인할 수 있었다.

Figure 3. 4개의 단클론항체의 P. gingivalis HSP 

및 인체 HSP에 대한 교차반응성 평가에서 각각 
P. gingivalis HSP에 대해서만 반응하였다 (M: 

molecular weight marker, pg: P. gigivalis 

HSP, hu: 인체 HSP).

0.02 M PBS로 5분간 3회 세척한 후 3차 반응 용액
인 avidin-biotin complex (ABC, Vectastatin 
Elite, Vector Laboratories, Burlingame, CA, 
USA) 용액으로 넣어 실온에서 1시간 반응시킨 후, 
0.02 M PBS로 15분간 3회 세척하고 dia-
minobenzidin (DAB) substrate kit (Vector 
Laboratories)를 이용하여 광학현미경(Carl Zeiss 
Axioskop 2) 하에서 확인하면서 착색반응을 시행하
였다. 반응이 끝난 후 0.02 M PBS로 15분간 3회 세
척하여 반응을 중지시키고, 알코올과 xylen으로 탈
수 및 투명화 과정을 거친 후 Entellan (Merck, 
Darmstadt, Germany)으로 봉입하여 cover slide를 
씌운 후 광학현미경으로 면역반응을 관찰하였다.   

III. 결과
본 연구에 사용될 P. gingivalis HSP를 정제한 

결과 60 kDa의 분자량을 가지는 HSP가 얻어졌고, 
SDS-PAGE로 전기영동한 바 단일 band로 순도를 
확인할 수 있었다 (Figure 1).

P. gingivalis HSP로 면역한 10마리의 생쥐 중에
서 혈청항체의 역가를 판정하기 위해서 ELISA 기법
에 의한 optical density가 혈청희석배율 1:50에서 
0.5 이상 되는 것을 면역 양성반응으로 설정한 바 
이에 4마리의 생쥐가 양성반응을 보였다. P. gingi-
valis HSP에 대한 단클론항체 형성과 hybridoma를 
수립하였고, anti-P. gingivalis HSP IgG 항체를 
통상의 ELISA 기법으로 screening한 결과 4개의 상
이한 hybridoma가 수립되었다 (Figure 2).   

4개의 상이한 단클론항체를 이용하여 P. gingi-
valis HSP에 대한 반응성 및 인체 HSP에 대한 반응
성을 실험한 결과 4개 항체 모두 P. gingivalis HSP
에 반응하였으나 인체 HSP에는 교차 반응하지 않는 
반응 특이성을 보였다 (Figure 3).

얻어진 4개의 P. gingivalis 단클론항체의 상이한 
세균에 대한 교차반응성 여부를 평가하고자 네 종류 
치주병인균의 HSP에 대한 Western immunoblot을 
시행한 결과 4개의 단클론항체 모두 P. gingivalis
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Figure 4. 4개의 단클론항
체의 상이한 치주병인균
의 HSP에 대한 반응성 
평가에서 각각 P. gin-

givalis HSP에 대한 반
응만 보여주고 있다. 

(Pg : P. gingivalis, Pi : 

P. intermedia, Fn, F. 

nucelatum, Aa : A. ac-

tinomycetemcomitans)

Figure 5. P. gingivalis 

HSP의 치주병소 내 분
포를 평가하기 위해 4개
의 단클론항체를 이용한  
면역조직화학분석 결과 
4개의 단클론항체 모두 
건강한 치주조직에 비해 
치주병소조직에 높은 반
응성을 보였다.

대조군 병소조직
Clone 1

Clone 2

Clone 3

Clone 4
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에만 반응하고 사용된 다른 3종의 치주병인균의 
HSP에는 교차 응을 보이지 않았다 (Figure 4).

P. gingivalis HSP의 치주병소 내 분포를 평가하
기 위해 4개의 단클론항체를 이용하여 면역조직화학
분석을 시행한 결과 4종류의 단클론항체 모두 건강
한 치주조직에 비해 치주병소조직에 높은 반응성을 
보여주었다(Figure 5).

IV. 고안  
인간 치주염은 복합 세균이 병인균으로 작용하므

로, 치주염에 대한 백신 개발 계획은 높은 배열 상동
성(sequence homology)을 갖고 상호작용하는 항원
을 찾는 것에서부터 출발해야 한다. 유핵 및 무핵 세
포가 다양한 환경 스트레스 (열, pH 등)에 노출되었
을 때 HSP를 포함하는 스트레스 단백질의 생성이 
증가하는데 이 HSP는 높은 상동성을 가진다. HSP 
유전자는 매우 보존적이다. 그 중 HSP60은 많은 세
균 간의 공통항원으로 발견되었고13), 그 상호작용은 
보고된 바 있다14). HSP 유전자는 P. gingivalis17), 
A. actinomycetemcomitans18), B. forsythus19), T. 
denticola20), F. nucleatum21), C. rectus22)와 P. 
intermedia23)에서 클론되었다. 여러 치주병인균의 
HSP 중에서 우리는 다음의 이유로 P. gingivalis 
HSP을 선택하여 연구하였다; 1) P. gingivalis는 파
괴적인 치주염에서 가장 중요한 key pathogen의 하
나로 밝혀졌다24). 2) 이전 연구에서 치주염 환자 및 
치주염을 가진 동맥경화증 환자에서 P. gingivalis 
HSP60에 대한 항체 반응이 건강한 사람에서보다 유
의하게 높았다25,26). 3) 이전 연구에서 치주염 환자 
및 동맥경화증 환자에서 P. gingivalis HSP에 특이
하게 반응하는 T cell line을 규명하였다25,26). 4) F. 
nucleatum과 같은 세균의 HSP은 자가 면역기전에 
더 많이 관여하는 것으로 밝혀졌다27).

한편, HSP는 치주염 및 동맥경화증의 자가 면역
기전에 깊게 관계하는 것으로 생각되는데28-30), 이는 
세균성 HSP가 인체 HSP과 높은 배열 상동성을 공
유하기 때문이다. 치주염 환자에서 P. gingivalis 

HSP60에 대한 항체 반응이 증가한 것25)은 P. gin-
givalis HSP60이 치은섬유모세포와 혈관내피세포를 
표적으로 하는 치주 조직의 자가 면역성 파괴에 관
여할 가능성을 보여주는 것이다. 이전 연구에서 P. 
gingivalis HSP60에 대한 IgG 항체역가가 증가된 
동맥경화증 환자의 혈청은 P. gingivalis HSP60과 
인체 HSP60에 동시에 반응하였다31). 이것은 P. 
gingivalis와 연관된 동맥경화증의 자가 면역 병인기
전에서 세균성 HSP의 연관 가능성을 언급한 다른 
보고들과 일치한다26,32-35).

따라서 자가 면역의 위험성을 배제하기 위해서는 
인체 HSP와는 반응하지 않는 P. gingivalis HSP 단
클론항체를 찾아야 할 필요성이 대두된다. 본 연구
의 목적은 1) P. gingivalis HSP 단클론항체를 얻
고, 이 단클론항체로 면역한 nude mouse로부터 
IgG를 분리하여 이 IgG가 P. gingivalis HSP 및 인
체 HSP에 어떻게 반응하는지를 알아보고, 2) 이 
IgG가 다른 치주병인균에 어떻게 반응하는지를 관찰
하는 것이었다.

본 연구에서 얻은 IgG를 Western immunoblot하
여 4개의 단클론항체를 확인하였다. 또한 이 IgG는 
P. gingivalis HSP에는 반응을 보였으나 인체 HSP
에 대해서는 반응을 보이지 않았다. 이로써 이 단클
론항체를 자가 면역을 유도하지 않는 치주염 백신 
전략에 이용할 수 있는 가능성이 제시된다. 이 단클
론항체의 epitope을 규명하는 것은 향후 더 연구가 
진행되어야 할 것이다. 또한 이 단클론항체가 동물 
실험에서 임상적인 골 파괴 감소를 가져오는지도 연
구되어야 할 것이다.

그러나 이 연구에서 얻은 IgG는 P. gingivalis에
만 반응을 보이고 그 외 치주병인균으로 밝혀진 P. 
intermedia, F. nucleatum 및 A. actino-
mycetemcomitans에는 반응을 보이지 않았다. 이는 
다양한 병인균에 기인하는 치주염을 예방하기에는 
이 단클론항체가 부족함을 보여주는 것이다. 향후 
복합 치주병인균과 상호작용하는 단클론항체를 찾아
내는 연구가 계속되어 미래의 치주염에 대한 예방 
백신으로 이용될 수 있을 것이다. 
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V. 결론
이 연구의 목적은 1) P. gingivalis HSP 단클론항

체를 얻고, 이 단클론항체로 면역한 nude mouse로
부터 IgG를 분리하여 이 IgG가 P. gingivalis HSP 
및 인체 HSP에 어떻게 반응하는지를 알아보고,  2) 
이 IgG가 다른 치주병인균에 어떻게 반응하는지를 
관찰하는 것이다.

P. gingivalis HSP60 단백질을 생쥐에 접종한 후 
비장으로부터 얻은 세포와 생쥐의 myeloma cell을 
융합하여 배양하여 단클론항체를 얻었다. 이 단클론
항체를 nude mouse에 주사하여 면역시킨 후 그 복
수를 채취하여 IgG를 분리하였다. 이 IgG는 P. 
gingivalis HSP에만 반응하고 인체 HSP에는 반응하
지 않았다. 또한 이 IgG는 P. gingivalis를 제외한 
다른 세 종류의 치주병인균에는 반응하지 않았다. 
숙주에 자가 면역을 유도하지 않는 anti-P. gingi-
valis HSP 단클론항체가 인간 치주염의 예방에 도움
을 줄 것으로 생각된다.
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- Abstract -

Development of monoclonal antibody against 
Porphyromonas gingivalis heat shock protein

Ni-Na Yi, Ju-Youn Lee, Sung-Jo Kim, Jeom-Il Choi

Department of Periodontology, College of Dentistry, Pusan National University

Heat shock protein (HSP) is one of cellular protein commonly present in major periodontopatho-
genic bacteria as well as mammalian cells. The protein may play a role in the immunopathogenesis 
by modulating autoimmune reaction due to its high level of sequence homology between bacteria and 
human counterpart. Hence, identifying immunodomiant epitope of bacteria HSP that is cross-reactive 
to periodontopathogenic bacteria with a specificity to human HSP may comprise a critical strategy 
for development of a periodontal vaccine. 

The present study was performed to establish clones producing monoclonal antibody reactive to 
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) HSP with a specificity to human HSP. 4 different hybrid-
omas were cloned producing monoclonal IgG antibodies to P. gingivalis HSP and evaluated for their 
reactivity and specificity to other periodontopathogenic bacteria as well as to human HSP. 

These four monoclonal antibodies reacted with P. gingivalis HSP only with specificities to other 
bacteria tested and human HSP as well. The antigenic epitopes producing the 4 monoclonal antibody 
may be potentially developed as vaccine candidates. Further investigations are under way to identify 
more clones producing monoclonal antibodies reactive to P. gingivalis HSP and to other periodonto- 
pathogenic bacteria as well, while maintaining specificities to human counterpart. 2)
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